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DESCRIPCION 

La presente invention se refiere a antivenenos y a procedimientos para su preparation. Mas en parti* 
cular, la invenri6n se refiere a antivenenos de serpiente y a procedimientos para su prcparacidn. 

s 

Existe un cierto numero de animates, entre ellos las serpientes, lagartos gila, aranas y abejas, que 
producen venenos peligrosos para el hombre. Por ejemplo, aproximadamente un milkSn de personas al 
afio en todo el mundo sufren ta mordedura de serpientes venenosas. Se ba calculado que, de estas, unas 
100.000 mueren y otras 300.000 sufren alguna forma de discapactdad para e) resto de sus vidas. Esto 
10 probablemente representa una subestimaci6n debido a la falta de registros detailados en algunas partes 
del mundo. 

Algunos venenos de serpiente, producidos principalmente para procurarse vfctimas o para una funcion 
defensiva, son mezdas biol6gicas complejas de haste 50 componentes. La muerte de una victima de mor- 

15 dedura de serpiente se debe a un fallo respiratorio o circulatorio causado por diversas neurotoxinas, 
cardiotoxinas (Hamad as tambien citotoxinas), factores de coagulaci6n, y otras sustancias que actuan so- 
las o de forma sinergica. Los venenos de serpiente contienen tambien un cierto numero de enzimas que 
cuando se inyectan en !a victima inician la digestion de las tejidos. Los venenos contienen, segun esto, 
sustancias destinadas a afectar a los procesos vitates tales como la funci6n nerviosa y la funcion muscular, 

20 la actividad del corazon, la circulation de la sangre y la perroeabilidad de las membranas. La mayor parte 
de los constituyentes de los venenos de serpientes son protefnas, pero est an presentee tambien compuestos 
de bajo peso molecular tales como peptidos, nucleoside* e iones metilicos (1). 

Las serpientes venenosas se pueden dividir en 4 familias principales: 



TABLA 1.1 
Clasificacidn de serpientes venenosas 



30 
35 


Clase: Reptilh (reptiles) 

Orden: Squamata (serpientes y lagartos) 

Suborden: ScrpenUs (serpientes) 

Infra-orden: AUtinophidia (serpientes de anteojos) 

Familia superior: Cohtbroidea (serpientes superiores) 




Familia 


Subfamilia 


Crupo 


40 


Colubridac 
(serpientes 
colubridos) 


Nactricinae (serpientes de agua nactricinas) 
Dispholidinae (serpientes africanas con diente posterior) 
A tract aspidinae (vfboras de falsa madriguera) 


45 


Elapidae 
(erectores 


Bvngarinac (cobras) 


Bungarini (karaits) 
Najini (cobras) 


50 


palatines) 


Elapinae 


Elapini (Coral americana) 
Maiicorini (Coral asiatica) 
Loticavdini (karait de mar) 




Hydrophidae 
(reptadores 
palatinos) 


Oxturaninae (serpientes venenosas de Asia Austral) 


55 


Hydrophinae (verdaderas 
serpientes de mar) 


Ephalophini 
Hydrclapini 
Aipysvrini 
Hydrophiini 



60 
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TABLA 1.1 (Coutumaci6n) 





Familia 


Subfamilia 


Gropo 


5 


Viperidat 
(vfboras) 


Viperinae (vfboras sin piton) 


Viprini (verdaderas vfboras) 
Aitmiopini (vfbora de Fea) 
Causini (culebras nocturnas) 


10 




Crotaline (vfboras piton) 


Lachesini (Iachesis muta) 
Crotalini (serpiente pit<5n vivfpara) 


IS 




TABLA 1.2 





Clasificacidn y distribuci6n geogrdfica de la famUia dt las Crotolvnae 



20 


Grupo 


Genero 


Habitat 




Lachesini 


Lachtsis (Iachesis muta) 


America Central y 
America del Sur 


25 


Crotalini 


Crotalus (serpientes de cascabel) 


America del Norte, 
Central y del Sur 


30 




Sistrvrus (serpientes massaaga y 
serpiente cascabel en ana) 


America del Norte 


35 




Bothrops (vfboras piton del Nuevo Mundo) 


America Central y 
America del Norte 




Trimerzsurus (vfboras pit<5n asiaticas) 


Asia y America del 
Norte 


40 




Hipnale 


Asia 


45 




Agkistrodon (Moccasin) 


America del Norte, 
Sudeste de Europa 
y Asia 



Est as familias principales son: las Colvbridat, las Viperidat, las Hidrophidae y las Elapidae (2). La 
sistemdtica de estas serpientes esta descrita en las Tablas 1.1 y 1.2. Las serpientes cascabel que son en 
particular del Contioente Americano pertenecen a la subfamilia de serpientes venenosas de la familia 
de las Viperidat conoddas corao CrotaUnae, genero Crotalus o Sistnuus (serpientes cascabel) Bothrops, 
Agkistrodon, y Trimerisurus. Los dos generos de serpientes cascabel pueden dividirse ademas eo especies 
y subesperies. Estas serpientes se conocen tambien como vfboras pitdn debido a la presencia de fosas 
sensoriales de celo faciales, aunque su caracterfstica mis sobresaliente es el cascabel que cuando esta 
presente las distingue de las demos serpientes. 

Cada especie o subespetie ocupa una zona geografica clara en America del Norte o de) Sur. £1 veneno 
de cada especie de serpiente cascabel contiene componentes que pueden ser comunes a todas las serpientes 
cascabel, comunes solo a grupos mas pequenos o puede ser espeeffico para especies o subespecies singu- 
lares (3). 

£1 antiveneno es el suero o una fracci6n anticuerpo parcialmente puritlcada de suero de los animales 
que se ban hecho inmunes a la tcoricidad del veneno como resultado de un regimen de inyecciones de dosis 



3 
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crecientes de vencno de serpiente. 

E) estudio cientffico de un antiveneno comenz6 con el trabajo de Henry Swell (5) en 1887 y se ha de- 
sarrollado a traves de este sigJo. Actualmente, se producen en todo el raundo un gran numero y variedad 
6 de antivenenos monoespecfficos y poliespeclficos. 

Tal como aquf se emplea, el termino "antiveneno monoespecifico" se refiere a un antiveneno provocado 
frente al veneno de una sola especie o subespecie del animal venenoso. El termino "antiveneno poiies- 
pecffico" se refiere a un antiveneno trente a una mezda de dos o mas venenos de diferentcs cspecies o 
10 subespecies del animal venenoso. 

Los terrain os antisueros monoespecifico y poliespedfico se utilizan aquf con el fin de evitar la confusion 
causada por el uso de exprestones alternativas comunes de antisueros 'monovalents' y 'polivalente'. Bsta 
terminologfa se utiliza porque e! termino "Valencia" es utilizado por ios inmunologistas para expresar el 
is numero de sedes de union que posee un anticuerpo o producto de digestion de un anticuerpo, siendo de 
este modo una molecula de IgG divalente mientras que un fragmento F(ab), que unicamente tiene una 
sede de union, es monovalents El empleo del termino 0 especificidad n para describir un antisuero evita 
cualquier confusion. 

20 En el trabajo pioncro de Sewell, so inocularon palomas con dosis subletales de veneno de serpiente 
cascabel seguido de inyecciones de dosis crecientes hasta niveles por encima de los cuales, si fucran inyec- 
tados imriaimente, causaxfan la muerte. Se demostro* asi que los pajaros bab(an desarrollado resistencia al 
veneno. Ed 1889, Kaufmann (6) utilizando la serpiente europea Vipera vents, obtuvo resultados similares, 
y en 1892, Calmette (7) trabajando en Saigon con veneno de cobra, sena!6 que era posible proporcionar 

25 resistencia con un programa de inyecciones de veneno. Sin embargo, fue Kanthack (8) quien primero con- 
firio resistencia a otro animal cuando, al mezclar veneno con la sangre del animal inmunizado, demostro 
la resistencia a dosis letales del veneno de la serpiente. 

El esquema basico de Calmette consistfa en acostumbrar al animal a dosis repetidas, frecuentes, gra- 
30 dualmente crecientes de veneno (habitualmente veneno de cobra). Encontrd que en un periodo de 16 
meses los cabal los inmunizados se volvian tolerantes a 80 veces la dosis letal de veneno. Mostr6 tambien 
que el antiveneno derivado de la sangre tomada de estos caballos tenia un efecto neutralizante de 20.000 
unidades cuando se aplicaba a conejos, es decir que 1 ml de suero podfa neutralizar la dosis letal minima 
de veneno para un grupo de conejos que pesaban en total 20.000 gramos. 

35 

Los antivenenos mas conocidos son concentrados reflnados de globulinas de suero equino preparadas 
como llquido o como forma seca. Los antivenenos se obtienen a partir de caballos que ban sido inmuni- 
zados frente a un veneno unico, para producir un antiveneno monoespecifico, o una mezda de un cierto 
numero de venenos, para producir un antiveneno poliespedfico. Se han preparado antivenenos para tra- 

40 tamiento de la mayoria de tipos de envenenamiento con veneno de serpiente. Los metodos de produccidn 
han variado poco desde los tiempos de los investigadores pioneros del ultimo siglo. El suero de cabaUo 
inmune se puede someter a una etapa de purincad6n del producto bruto empleando normalmente sulfato 
de araonio para precipitar la fraction globulina y en algunos casos esta es la forma de) producto final. 
Dado que esta forma de antivenenos puede dar lugar a reacciones al suero graves, se emplea el conocido 

45 metodo de digestion con pepsina para separar la parte Fc de la inmunoglobulina que es responsable 
principal hi ente de estas reacciones mmunogenicas. 

La eficacia de los antivenenos conocidos para neutralizar tan to los efectos deletereos como los al pa- 
recer no-deletereos de un veneno especffico puede variar considerablemente y depende de una serie de 
50 factores. Los mas importantes de estos fac tores son ta especinadad del antiveneno, la concentracidn de 
anticuerpos producidos y el grado de concentracidn o purification del producto final. 

En genera), cuanto mis especffico ea un antiveneno mayor sera la probabilidad de neutralizar el ve- 
neno del reto. Por lo tanto, los antivenenos monoespecificos, los obtenidos provocandolos ante un unico 

as veneno, son los mas eficaces frente a su veneno homologo. Sin embargo, estos antivenenos sol am ente se 
utilizan en el tratamiento de una mordedura de serpiente cuando se ha identiflcado la especie o subespe- 
cie de la serpiente atacante. Cuando no se ha identificado la serpiente atacante, como es el caso en una 
situaci6n de "campo", se prefiere utilizer un antiveneno poliespedfico, provocado frente a un espectro de 
venenos diferentes, con d fin de mejorar la probabilidad de que d antiveneno sea eficaz frente al veneno 

60 de Ia serpiente no identiflcada. Los antivenenos poliespedncos convencionales, sin embargo, carecen dc 
la especinadad de los antivenenos monoespecificos y son, por lo tanto, menos effaces para neutralizar la 
actividad fannacoldgica de un veneno. 
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Delori y col. (Actas del 4° Simposio Int. Bobre Toxinas Microb. Anim. Plantas, 1974 (Publicadas 
en 1976), 2, 407-20) describe la preparacidn de un antiveneno que comprende una mezda de antisueros 
producidos frente a componentes individual de un veneno. 

5 

La Solicitud de Patente international WO 91/06306 describe la preparation de antivenenos en ani- 
males no-mamiferos. 

El solicitante ha hecho el inesperado y sorprendente descubrimiento de que un antiveneno (citado aq\n 
10 como "antiveneno monoespedfico mbcto" ) que comprende una mezda de diferentes antisueros provocados 
de forma separada para diferentes venenos es mas eficaz en la neutraltzaddn de la actividad farmacoMgica 
de un veneno que un antiveneno poliespedfico conventional preparado por production de un antisuero 
unico para un espectro de venenos, pero retiene la amplia especificidad de antivenenos poliespecificos. 

15 Segun un primer aspecto de la presente invention se propordona un antiveneno que comprende una 
mezda de al menos dos antisueros ovinos diferentes produtidos paxa diferentes venenos, donde cada ve- 
neno es un veneno total. 

Se postula que los antivenenos que comprenden una mezda de diferentes antisueros son mas efkaces 
20 que los antivenenos poliespecificos convencionales porque los primeros puede contener una proporcidn 
mas alta de anticuerpos dirigidos frente a los componentes de peso molecular bajo y/o pobremente in* 
munogenicos de los venenos. 

Los venenos de serpiente son mezdas multicomponentes complejas de protefnas, nucledtidos e tones 
25 uietalicos. Estos componentes difieren en peso molecular, en su grado de. antigeniddad y en su concen- 
t radon en d veneno. Cuando el veneno se inyecta en un animal para obtener un antisuero, se puede 
producir un cierto numero de pobladones de anticuerpo. La concentrad6n y las afinidades de los anti- 
cuerpos obtenidos variar&n con axreglo a diversos criterios, por ejemplo al numero de epitopes sob re la 
superfine dd componente, la inmunogenicidad de cada epitope, la concentrad6n de cada componente. 
30 Los componentes neurotoxicos letales de los venenos (entre los que se induyen por ejemplo venenos 
de serpiente cascabel) comprenden frecuentemente componentes de bajo peso molecular, pobremente 
inmunogenicos, presentes solamente en bajas concentradones. Estos componentes es improbable que 
clidtcn anticuerpos en alta concentration. 

35 Se postula que este problems se agudiza en la production de un antiveneno poliespedfico por utili- 
zation de una mezcla inmunizante que comprende una mezda de venenos en los que los componentes 
de baja concentracidn, bajo peso molecular y pobremente inmunogenicos quedan diluidos ademas por 
componentes altamente inmunogenicos. La production de un antiveneno poliespedfico da por resultado 
por lo tanto un antiveneno en que los anticuerpos para algunos componentes no existen o estan en con- 

40 centrad6n tan baja que su eficada es despredable. 

En contraste con esto, el antiveneno monoespedfico mix to de la presente Invencidn comprende una 
mezcla de antisueros obtenidos frente a diferentes venenos en grupos de animales separados.^ Por provo- 
cad6n separada de los antisueros, d numero de posibles pobladones de anticuerpo que rata disponible 

45 para cada antisuero es d mismo pero d numero de epitopes en d inmun6geno es significativamente me- 
nor. Segun esto, se postula que los antisueros componentes contienen una proportion mas devada de 
anticuerpos protectores frente a componentes de bajo peso molecular y pobremente inmunogenicos que 
los antivenenos poliespecificos. La combination de ios antisueros monoespedficos para producir un an- 
tisuero monoespedfico raixto da por resultado un antiveneno que tiene todas las poblaciones del suero 

50 monoespedfico, y por lo tanto proportions una mejor protection, pero tambien tiene las ventajas de un 
antiveneno poliespedfico en d que se ha hecho maxima la reactividad cruzada del antiveneno. 

Hay que hacer do tar que cada antiveneno componente de) antiveneno monoespedfico raixto de la 
presente inventi6n puede d mismo ser un antiveneno monoespedfico o un antiveneno poliespedfico. Por 
55 ejemplo, el antiveneno monoespedfico mixto puede comprender una mezcla de un antiveneno polies- 
pedfico provocado frente a venenos A + B y un antiveneno monoespedfico obtenido para veneno C. 

Preferiblemente, cada antiveneno componente es un antiveneno monoespedfico. Por ejemplo, d anti- 
veneno monoespedfico mixto puede comprender una mezda de antivenenos mouoespetificos provocados 
60 para venenos A, B y C. 

Los antisueros que comprenden d antiveneno monoespecffico mixto pueden mezclarse en cualquier 
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proporcida adecuada. Preferiblemente, el antiveneno monoespecifico mixto contiene aiitisueros raezda- 
dos en una properdin apropiada al area geografica en la que se va a utilizar el antiveneno monoespecifico 
mixto. Los factores a tener en cuenta cuando se produce este antiveneno monoespedfico raixto "indicado" 
son la poblaci6n, distribuci6n, conducta y toxicidad de un animal venenoso particular dentro de un area 
5 particular. 

La composici6n de) antiveneno monoespecifico mixto puede determinarse por un analisis estadfstico 
de las mordeduras a human os en un area geogra^fica particular por una especie o subespecie particular de 
un animal venenoso. Preferiblemente, cada antisuero componente del antiveneno monoespedfico mixto 
10 est a presente en proportion directa a la frecuencia relativa de mordeduras sobre humanos en un area 
geografica particular por una especie o subespecie particular de un animal venenoso frente a cuyo veneno 
se ha provocado el antisuero. 

Por ejemplo, la serpiente cascabel tortuga acu&tica esta separada en dos tipos geograficos conocidos 
15 como la tortuga acuatica del Este (C. adamantcw) y la del Oeste [C. atrox). Se puede producir por tanto 
un antiveneno monoespedfico mixto que sirva para las serpientes de un area geogrifica particular. No es, 
por tanto necesaria la indusi6n de antisueros frente a serpientes que no se encuentran en ese area, que 
pueden diluir la eflcacia de un producto. Esta capacidad para producir antivenenos indicados per mite a 
los antivenenos monoespetfficos mixtos de la presente invenddn aproxiraarse o incluso super ar la eficacia 
20 de un antiveneno hom61ogo monoespedfico sin conocer la serpiente atacante por compensaci6n estadistica 
de los tipos de mordedura de serpiente en un area geografica. 

Los antisueros que comprenden el antiveneno son de oveja. La provocation de antisueros en ovejas es 
particularmente ventajosa sobre el metodo tradicional de provocaci6n de antisueros en caballos, ya que 
25 los antisueros provocados en ovejas no contienen ninguno de los componentes de IgG e IgG(T) particu- 
larmente inmunogenicos de los antisueros de caballo que dan lugar a reacciones de suero mmunogenicas 
indeseables en personas o en animal es a los que se administra el antiveneno. 

Los antisueros que comprenden el antiveneno pueden ser antisueros completos. Preferiblemente, los 
30 antisueros pueden estar partialmente digeridos para tener fragmentos F(ab*) o F(ab). La separation del 
fragmento Fc es ventajosa al redudr la reacd6n inmunogemca del padente al antiveneno. La preparation 
de fragmentos de anticuerpo puede llevarse a cabo por tecnicas convencionales, por ejemplo por digestion 
con pepsina o papafna (15). 

35 Los antisueros que comprenden el antiveneno pueden ser provocados frente al veneno de un animal 
venenoso, entre los que se induyeo serpientes, lagarto gila, aranas y abej&s. El antiveneno puede compren- 
der antisueros provocados para d veneno de un solo tipo de animal, por ejemplo, antisueros provocados 
para el veneno de dife rentes especies o subespecies de serpiente. Alternativamente, el antiveneno puede 
comprender antisueros provocados frente al veneno de mas de un tipo de animal. Preferiblemente, d 

40 veneno es veneno de serpiente. Mas prderiblemente el veneno es veneno de serpiente cascabel. 

El veneno frente al que se provoca cada antisuero puede consistir en veneno total o veneno parcial- 
mente purificado. Preferiblemente, d veneno comprende veneno completo. 

45 Segun un segundo aspecto de la presente invention, se proporciona un procedimiento para la prepa- 
ration de un antiveneno segun d primer aspecto de la invendon que comprende la mezcla de al menos 
dos antisueros diferentes. 

Segun un tercer aspecto de la presente invention se proporciona una compositi6n farmaceutica que 
50 comprende una cantidad eficaz de antiveneno segun el primer aspecto de la presente inventidn en combi- 
nad6n con un vehlculo, dtluyente o extipiente farmaceuticamente aceptables. 

Preferiblemente, la composition farmaceutica es adecuada para la administraci6n parenteral a un pa- 
dente. Mas preferiblemente, la composition farmaceutica es adecuada para inyeccion intravenosa. 

55 

Segun un cuarto aspecto de la presente invencidn se propordona un estuche con un equipo de admi- 
nistraci6n del antiveneno a una persona o animal que comprende: 

(a) un antiveneno segun d primer aspecto de la presente invention, y 

60 (b) medios para inyectar d antiveneno en el cuerpo. 

La inventi6n se describira a continuad6n utilizando ejemplos con referenda a las Figuras en las que: 



6 



ES 2 106 183 T3 



La Figure 1 ilustra la actividad de fosfolipasa A2 en 1 pg de cuatro venenos dc crotalidos; y 

La Figura 2 ilustra la cantidad de antiveneno necesario para neutralize e! 50% de la actividad de 
fosfolipasa A2 en 1 de veneno de crotalidos. 

5 Parte experimental 

1. Preparation de antivenenos 

Se produjo un antiveneno por inmunizacion de un gmpo de 10 ovejas de Gales mestizas con un veneno 
10 siguiendo el esquema de immunization conventional de Sidki y col. (11). £1 veneno para la inmunizacion 
fue proporcionado por el Profesor F. Rusell de la Universidad de Arizona. El veneno se habi'a recogido 
de un gran numero de serpientes de la misma espetie. Se habfan incluido individuos de diferente edad y 
locnliKation googiafica y se habfa recogido el veneno a lo largo del ano. Se sabe que estos factores influyen 
en la composition del veneno y son, por tanto, importantes para la production eficaz de antiveneno. Se 
15 recogid sangre (-300 ml) de este grupo y se acumuI6 mensuaimente, separando el suero por aspiration 
despues de dejar form arse un coagulo a 4°C durante 18 boras. 



50 
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4,0 





Se produce un concentrado de IgG a partir del acumulado de antisuero por precipitatiOn con sulfato 
de sodio. La fracti6n dc inmunoglobulina se purifica partialmente entonces por precipitation con sulfato 
de sodio desde el acumulado de antisuero. Se mezclan volumenes del antisuero con volumenes iguales de 
sulfato de sodio al 36% y la mezcla resultante se agita durante 1,5 horas a temperatura ambiente para 
pennitir la precipitatiOn de la inmunoglobulina. Despues de la centrirugation a 3500 rpm durante 60 
minutos, se lava el aglomerado dos veces con sulfato de sodio al 18% y el aglomerado final se reconstitute 
entonces con soluti6n salina tamponada con fosfato (PBS), hasta un volumen igual al de la acumulacion 
de antisuero initial. Se dializa entonces la solution frente a 20 volumenes de PBS y el producto se alma- 
cena a 4°C hasta que se necesite. 

El producto se puede someter a analisis por el metodo micro-KJjeldahl (14) para determinar la con- 
centration exacta de protemas de la muestra. Si se requiere, se puede Uevar a cabo la digestiOn de esta IgG 
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para formal el F(aV)2 y F(ab) utilizando pepsina o papaina respcctivamente. Estos productos pueden 
analizarse tambien por SDS PAGE (13), micro- Kjeldahl y EL1SA (12) para asegurarse que mantienen la 
potencia. 

S 2. Comparacion de antivenenos in vitro 

2.1 Introduction 

E! veneno de serpiente es una mezcla multi-componente de protefnas, iones metalicos y nucledtidos. 
io Aunque la aatura)e2a exacta de un veneno particular depende del genotipo de la serpiente, existen algu- 
nas protei'nas coraunes. 

Una de estas protei'nas comunes es la enzima fosfolipasa A2 (PLA2). Esta enzima es responsable en 
primer lugar de la degradacion de la grasa corporal pero puede tener otra serie de actividades distintas 
is tales como ruptura de cflulas (a traves de liso-productos de hidrdlisis de grasas) as! como neurotoxicidad 
(mediada por una sede farmacol<5gicamente activa sobre la enzima). 

La actividad de PLA2 en venenos de crotalldos o serpientes cascabel pueda comprobarse utilizando 
un simple ensayo colorimetrico. La PLA2 bidroliza grasas para producir acido graso y glicerina dando 
20 lugar a una cafda del pH del sistema. 

PLA2 + grasa — > acido graso + glicerina 

Este descenso del pH puede seguirse por incorporation de un indicador de pH coloreado al sistema. 

25 

2.2 Comjnvbacion de io actividad de PL A 2 

El siguiente exisayo se puede utilizar para Kacer el seguimiento de la actividad de fosfolipasa A2 
(PLA2, EC3.1.1.4) de venenos particulares. La actividad se comprueba por medida de la liberation de 
30 . acido graso libre desde el sustrato de fosfolfpido (fosfatidil-colina, Sigma Chemical Company, numero 
del producto P-9671 utilizando un indicador de pH (rojo Cresol, Sigma Chemical Company, numero del 
producto C-9877). 

Tampon para el en say o: 
35 1. NaCllOOmM 

2. KC1 100 mM Todos calidad de reactivo GPR 

3. CaCl 2 10 mM 

Para un ensayo de rutina se llevan 500 ml de esta solucitfn a pH 8,6 utilizando una solution^ 
40 bidroxido de sodio diluida. 

Preparaci6n del indicador: 

Se disuelven 10 mg de rojo cresol (sal sddica, Sigma N°. C-9877) en tampon para ensayo (10 mi) y se 
45 envuelve el recipiente en hoja de estano. 

Preparation del sustrato: 

Se disueJve fosfatidUcolina (1,2 g de yema de huevo tipo XV-E, 60%, forma L-alfa, Sigma N°. P9671) 
60 en metanol (1 ml) y se Ueva la solucitSn basta 10 ml con tampon de ensayo (concentraci6n final 120 
mg/ml). Esta solucidn debera obtenerse reciente para cada grupo de experimentos. 

Metodo: 

55 Se disuelve un veneno monovalente desecado por congelaci6n, bruto, en agua destitada hasta una 
concentration final de 10 jig/ml. Se hace una preparation de rutina de 10 ml de soluci6n de veneno para 
cada grupo de experimentos. La solution sustrato se prepara entonces de la siguiente forma: 

A 1 ml de la suspensidn de Ifpido retien preparada, se anaden 25 ml de tampon de ensayo seguido 
60 de 0,3 ml de Triton-X-100 (BDH N°. 30632). Triton es una marca registrada. Se mezcla a fondo la 
soluci6n hasta que se vuelve transparente. Se ajusta el pH a 8,6 utilizando hidrdxido de sodio diluido. 
Se anade 1 ml de la soluci6n de indicador preparada y se Ueva la solucidn de sustrato hasta un volumen 
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final de 30 ml con tamp6n de ensayo. (La solucidn sustrato debera ser dc color rojo, si no lo eg habra de 
comprobarse el pH del tamp6n de ensayo). Esta soluci6n se cubrira tambien con papel de plata. 

A 2,8 ml de so!uci6n sustrato en una cubeta de plastico de 3 ml, se anaden 100 p\ de tampon de ensayo 
5 y se mide la OVsnnm Se anaden 100 /xl de soluci6n de veneno y se pone en marcha el cronometro. A 
una segunda cubeta con 2,8 ml de solution sustrato y 100 /il de tampon de ensayo, se anaden otros 100 fi\ 
de tampdn de ensayo con el fin de seguir cualquier posible cafda de pH de fondo. Con esta se trabaja a! 
raismo tiempo que con la cubeta de ensayo. Se toman lecturas cada minuto a lo largo de un period© de 
30 minutos. Se traza entonces un grafico de la OD en funci6n del tiempo teniendo en cuenta la cafda del 
io pH de fondo de la muestra de control y restando este valor del causado por adicion del veneno. Estas 
lecturas se expresan como porcentaje de la lectura de control normalizada, 

B.3 Estudios dt neutralizacion 

is Se Ilevan a cabo experimentos de neutralizacion utilizando cortes de IgG de los correspondJentes an- 
tisueros. Estas preparaciones se obtuvieron por precipitaci6n con sal del antisuero completo (sulfato de 
sodio al 18%, 25°C durante 1,5 horas). 

El ensayo y los tampones sustrato utilizados para estos estudios son identicos a los de los experimentos 
20 anteriores. 

Se vuelve a diluir entonces una dilucidn de 1 a 10 del antiveneno en el tampon de ensayo (solucion 
de reserva) a dilucioncs dobles y se anaden partes alicuotas de 100 y\ a 100 /il de la solucion de veneno 
especlftco (10 /xg/ml). Se hizo el seguimiento de dos juegos de muestras adicionales en cuanto a la caida 
25 del pH de fondo (200 /il de tampdn de ensayo) e hidrdtisis total (100 y\ de tampon de ensayo y 100 y\ 
de solucion de veneno). Se incuban entonces las muestras durante 30 minutos a temperatura ambtente. 
Durante este perfodo se prepara la solucidn sustrato y se comprueba su pH. 

Se mide entonces la OD del tiempo cero de partes abcuotas de 2,8 ml de solucidn sustrato. Esto 
3D se realiza inmediatamente antes de la adicion de 200 /xl de la solucidn veneno/anti veneno (despues del 
periodo de incubaci6n de 30 minutos). Se dejan 15 minutos mas de incubatidn a temperatura ambiente 
y se lee entonces la OD. Los resultados se procesan entonces tal como se ha descrito antes, y se expresan 
como neutralization en porcentaje de la hidrolisis inducida por veneno. 

.35 Resultados 

Los anteriores ensayos se llevaxon a cabo utilizando cuatro venenos de serpientes cascabel, A. pisci- 
vorous f C. adamantcus, C. atrox y C. scutulata. 

40 La Figura 1 demuestra que cada uno de los venenos contiene enzimas PLA2 potentes y muestra que 
el orden de actividad es A. piscivorous > C, adamanteus = C. scutulatus > C. atrox. 

Se confirms, entonces la capacidad de neutralizacion de) antiveneno descrito antes. 

45 Se ilevaron a cabo estudios de neutralizaci£n utilizando un antiveneno monoespeciflco mixto preparado 
por mezcla de volumenes iguales de igual concentraci6n de las IgG especlficas obtcnidas por inmunizar.i6n 
de cuatro grupos de ovejas frente al veneno de A. piscivorous, C. adamanteus, C. atrox y C. scutulatus. 
Las concentraciones se determinaron por el me*todo Kjehldal de anilisis de nitrogeno y se hicieron iguales 
por adicion de cantidades adecuadas de PBS. 

60 

Se Ilevaron a cabo tambien estudios de neutralizacion de control utilizando antivenenos monoes- 
peeffkos provocados ante cada uno de los venenos y utilizando antiveneno poliespecffico provocado frente 
a una mezcla de 1:1:1:1 de los venenos. En los experimentos de control se utilizaron protocoled exacta- 
mente analogos, incluyendo fuentes de veneno, inmunizacidn, purification y protocolos de ensayo, a los 
55 del experimento de antiveneno monoespeciflco mixto. 

Los resultados se muestran en la Figura 2 que muestra que el antiveneno monoespeeffico mixto es de 
poteocia mayor o igual al correspondiente antisuero poli-especlfico para la neutralization de la actividad 
de PLA2 de veneno. Efectivamente, para tres de los cuatro venenos ensayados, se requirio significativa- 
60 mente menos antiveneno para alcanzar una neutralizacion del 50%. 

Ademas, el antiveneno monoesperifico mixto era tambien de potentia similar o mas grande que el 
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antiveneno monoesperifico hom61ogo, lo que derauestra que el antiveneno monoespecffico mixto tcnfa un 
alto grado de actividad cruzada. 

Estos resultados conducen a la sorprendente conclusidn de que en el caso de neutralization de PLA2, 
5 ei antisuero monoespecffico mixto es mas potente que su contrapartida poliespecffica. 
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REIVINDICACIONES 

1. Un antiveveno que comprende una mezcla de a) menos dos antisueros ovinos provocados frente a 
diferentes venenos, donde cada veneno es un veneoo complete 

5 

2. Un antiveneno segun la rei vindication 1 donde cada antisuero componente es un antiveneno mo- 
noespedfico. 

3. Un antiveneno segun tas reivindicaciones 1 d 2 donde cada antisuero comprende ffagraentos F(ab*)2 
, 0 o F(ab) obtenibles por digestion parcial de IgG del suero completo. 

4. Un antiveneno segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde cada antisuero estd 
presente en una proportion relacion&da con la toxitidad y frecuencia de mordeduras a seres humanos 
en un area geografica particular por el particular animal venenoso frente a cuyo veneno se provoca cada 

1S antisuero. 

5. Un antiveneno segun la reivindicaci6n 4 donde cada antisuero componente esta presente en pro- 
porci6n directa a la frecuencia relativa de mordeduras a seres humanos en un area geografica particular 
por la espede o subespecie particular del animal venenoso frente a cuyo veneno se provoca cada antisuero. 

20 

6. Un antiveneno segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde cada antisuero se provoca 
frente a veneno de serpiente. 

7. Un antiveneno segun la revindication 6 donde cada antisuero se provoca frente a veneno de ser- 
25 piente cascabel. 

8. Un procedimiento para la preparaci6n de antiveneno segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 
que comprende la mezcla de al menos dos antisueros diferentes. 

9. Una composici6n farmaceutica que comprende una cantidad eficaz de un antiveneno segun cualquie- 
ra de las reivindicaciones 1 a 7 en combinaci6n con un vehlculo, diluyente o excipiente farmaceuticamente 
aceptable. 

10. Un estuche con un equipo para administraci6n de antiveneno a una persona o a un animal que 
35 comprende: 

(a) un antiveneno segun cualquiera de las reivindicaciones I a 7, y 

(b) medios para inyecri6n del antiveneno en el cuerpo. 

40 



45 



50 



NOTA INFORM ATTVA : Conforme & la reserva del art. 167.2 del Conveoio de Patmtes Europeas (CPE) 
y a la Disposition Transitoria del RD 2424/1986, de 10 de octubre, xelativo a la 
55 aplication del Coirvenio de Patente Europea, las patentes europeas que designen a 

Espana y solicitadas antes del 7-10-1992. no produciran ningun cfecto en Espana en 
la medida en que confieran protection a productos qufmicos y farmaceuticos como 
tales. 

60 Esta information do prejuzga que la patente esU o no induida en la mencionada 

reserva. 
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